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invention relates to a hybrid protein comprising or comprised of (i) a known protein which binds to mastocytes and/or basophils 
1 manner and/or is absorbed thereby, and of (ii) a protease which splits one or more proteins of the secretory apparatus of the 
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in a known 
mastocytes and/or basophils. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Hybridprotein, umfasscnd oder bestehend aus (i) einem an sich bekannten Protein, das in an sich bekannter 
Weise an Mastzellen und/oder Basophile bindet und/oder von ihnen aufgenpmmen wird, und (ii) einer an sich bekannten Protease, die ein 
Oder mehrere Proteinc des Sekretionsapparates der Mastzellen und/oder Basophilen spaltel. 
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Hybridprotein zur Hemmung der Mastzelldegranulation und dessen 

Verwendung 

Hintergrund der Erfindung 

Allergische Reaktionen vom Soforttyp sind dadurch gekennzeich- 
net, daft betroffene Patienten Antikorper vom IgE-Typ gegen Al- 
lergene (z.B. Pollen, Hausstaubmilben, Tierhaare) gebildet ha- 
ben. Diese Antikorper zirkulieren nicht nur im Blut, sondern 
sind auch gebunden an gewebestandigen Zellen, die einen 
spezifischen Rezeptor fur einen Teil des IgE-Molekuls, das Fc- 
Fragment, in der Plasmamembran besitzen (Fishman & Lorberboum- 
Galski, 1997; Hamawy, M.M. 1997). Zellen mit IgE-Rezeptoren sind 
ausschlieftlich Mastzellen und Basophile. Diese Zellen sind die 
Ef fektorzellen far die allergische Reaktion vom Soforttyp. Sie 
speichern Vesikel, welche vasoaktive Amine sowie Prostaglandine 
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und Leukotrine (Arachidonsaurederivate) enthalten. Die 
Freisetzung dieser Substanzen, die zur Degranulation der 
Mastzellen fuhrt, erfolgt Uber einen spezifischen und einen 
unspezif ischen Mechanismus . Warden Zellen raechanisch 2erst5rt, 
z.B. durch einen Kratzer auf der Haut, wird Histamin unspezi- 
fisch freigesetzt. An der Wunde rotet sich die Haut. Es bilden 
sich Quaddeln (Odeme) und die Haut juckt (triple response). Sub- 
stanzen, die Histamin spezifisch freisetzen, sind in relativ ge- 
ringen Konzentrationen wirksam und setzen folgende Kette von Er- 
eignissen (Signalkaskade) in Gang: Aktivierung von Phospholipase ' 

- Bildung der second messenger ' Diacylglycerol ' und - 
Mobilisierung von Kalzium aus zellularen Speichern - Fusion der 
Granula mit der Zellmembren - Exozytose der Granula ohne Zyto- 
lyse - Austausch von Natrium gegen das positiv geladene Histamin 
aus dem Komplex mit Heparin und einem basischen Protein - Frei- 
setzung des Histamins aus der Granulamatrix . Kommt es zum Kon~ 
takt zwischen den Mastzellen eines Allergikers und einem Aller- 
gen, so binden die IgE-MolekUle auf der Zelloberf lache dieses 
Allergen. VJerden genugend viele Allergenmolekule gebunden, kommt 
es zur Aggregation der Rezeptoren in der Plasmamembran . Die Ag- 
gregation ist der spezifische Reiz fiir die AuslSsung oben be- 
schriebener Signalkaskade im Zellinneren. Die f reigeset zten Sub- 
stanzen losen die allergischen Symptome aus (Kon junktivitis, 
Rhinitis, Asthma, Larynxodem, Urtikaria, Blutdruckabf all bis zum 
ausgeprSgten anaphylaktischen Schock) . Peptide, die im Gift von 
Bienen enthalten sind, wie z.B. das mast cell degranulating pep- 
tide (MCD) , bewirken ebenfalls eine Mast zelldegranulation. Auch 
einige Arzneimittel verursachen eine spezifische Histaminf rei- 
setzung als unerwunschte Wirkung. Beim Menschen ist die Hista- 
minf reisetzung fUr Mu.skelrelaxantien, Dextrane, Azetylsalizyl- 
saure (Aspirin) , Morhpin, Antibiotika, Rontgenkontrastmittel, 
Fremdseren etc. beschrieben. 

Gelingt es, die Verschmel zung der Vesikel mit der Plasmamembran 
zu hemmen, so unterbleibt die AusschOttung der Amine und Arachi- 
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donsaurederivate. Es werden folglich keine allergischen Reaktio- 
nen ausgelost. Am Sekretionsprozess bzw. der Freisetzung sind 
eine Reihe von Proteinen ( Fusionsproteine) beteiligt, die an 
Membranen sekretorischer Vesikel und/oder an der Plasmamembran 
gebunden sein konnen. Sie konnen auch im Zytosol vorkommen. Zu 
diesen Proteinen gehoren SNAP 25, Synaptobrevin (VAMP) und Syn- 
taxin bzw. deren Isoformen. Diese Proteine bilden einen Komplex 
(Fusionskomplex) , der die sekretorischen Vesikel an der Innen- 
seite der Plasmamembran fixiert. Die Fixation geht der Ver- 
schmelzung der Vesikel mit der Plasmamembran voraus, die durch 
einen IgE-vex^udt celten Ca-r-f-EinsLrom ausgelost wird. Durch die 
Inaktivierung eines der Proteine, etwa durch proteolytische 
Spaltung, wird die Bildung des Komplexes verhindert. 

Bei Nervenzellen sind die genannten Fusionsproteine bekanntlich 
.die Zielmolekule (Substrate) der leichten Ketten der Neuroto- 
xine, die vom Bazillus Clostridium botulinum produziert werden 
(Ahnert-Hilger & Bigalke, 1995 und Bigalke, 1999 in press). 
Bekannt sind derzeit sieben verschiedene Typen von 
Botulinumtoxinen (A,B,C1,D, E, F und G) . Das erWahnte 
Synaptobrevin ist aufierdem Zielmolekul fur TeNT (Link et al., 
1993), das von Clostridium tetani produziert wird, sowie fur 
eine Protease aus Neisseria gonorrhoeae (Binscheck et al., 
1995) . Die Toxine, auBer dem let ztgenannten, bestehen aus 
mindestens zwei f unktionellen Domanen. Der C-terminale Teil des 
Proteins (schwere Kette) ist verantwortlich fur seine Bindung an 
die Nervenzelle, wahrend der N-Terminus (leichte Kette) sich 
durch die oben beschriebene hochspezif ische proteolytische Ak- 
tivitat auszeichnet. Die Toxine binden uber ihre schwere Kette 
an Nervenzellen und gelangen uber eine rezeptorvermittelte Endo- 
zytose und nachfolgende Translokation ins Zytosol, wo sie eines 
Oder mehrere der genannten Fusionsproteine spalten, die fur den 
Fusionskomplex konstitutiv sind. Nach der Spaltung des jeweili- 
gen Proteins ist die Sekretion von Azetylcholin bzw. anderer 
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Transmitcer aus den Nervenzellen gehemmt (Binscheck und WellhS- 
ner, 1997). 

Die Hemmung der f ransmitterausschuttung wird bereits therapeu- 
tisch genutzt zur Behandlung dystoner Bewegungsstorungen sowie 
zur Unterdrtickung Uberschieliender parasyinpathischer ■ Aktivitaten 
(Benecke und Kessler, 1995). Fur die clostridien-Neurotoxine 
sind keine anderen biologischen Substrate aulier den Fusionspro- 
teinen bekannt. Die schweren Ketten haben eine hohe Affinitat zu 
peripheren Nervenzellen, so dali die mit ihnen verbundenen leich- 
ten Ketten nur in diese Zellen gelangen und in ihnen wirksam 
werden - obwohl auch andere Zelltypen, in denen Sekretionspro- 
zesse stattfinden, die oben erwahnten Substrate, jedoch keinen 
Mechanismus zur Aufnahme der Protease besitzen (Marxen et al., 
1989)., beispielsweise Mastzellen und Basophils. 

Beschreibung der Erfindung 

Eine Ausfuhrungsform der Erfindung betrif ft ein Hybridprotein, 
umfassend oder bestehend aus 

(i) einem an sich bekannten Protein, das in an sich bekannter 
Weise an Mastzellen und/oder Basophils bindet und/oder 
von ihnen auf genommen wird, 

(ii) einer an sich bekannten Protease, die ein oder mehrere 
Proteine des Sekretionsapparates der Mastzellen und/oder 
Basophilen spaltet. 



Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft ein Hy 
bridprotein, umfassend oder bestehend aus 
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(i) einem Protein, das an Mastzellen und/oder Basophile bin- 
det und/oder von ihnen aufgenommen wird, wobei das Pro- 
tein (i) aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: 

IgE; 

IgE-Fragment, insbesondere IgE-Fc-Fragment ; 
Antikorper gegen IgE-Rezeptor von Mastzellen und/oder 
Basophilen; 

Fragment des Antik5rpers gegen IgE-Rezeptor von Mastzel- 
len und/oder Basophilen, insbesondere Fab-Fragment; 
Antikorper gegen mastzellspezif ischen Kaliumkanal; und 
inaktives, jedoch bindendes MCD-Peptid, und 

(ii) einer Protease, insbesondere einer an sich bekannten Pro- 
tease, die ein oder mehrere Proteine des Sekretionsappa 
rates der Mastzellen und/oder Basophilen spaltet. 

Eine weitere Ausf uhrungsf orm der Erfindung betrifft ein Hy- 
bridprotein, umfassend oder bestehend aus 

(i) einem Protein, insbesondere einem an sich bekannten Pro- 
tein, das an Mastzellen und/oder Basophile bindet 
und/oder von ihnen aufgenommen wird, insbesondere in an 
sich bekannter Weise, und 

(ii) einer Protease, die ein oder mehrere Proteine des Sekre- 
tionsapparates der Mastzellen und/oder Basophilen spal- 
tet, wobei die Protease (ii) aus der folgenden Gruppe 
ausgewahlt ist: 

leichte Kette eines Clostridium botulinum-Toxins, insbe- 
sondere Typ A, B, CI, D, E, F oder G; 

katalytisch aktives Fragment der leichten Kette eines 
Clostridium botulinum-Toxins, insbesondere Typ A, B, CI, 
D, E, F Oder G; 
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leichte Kette von Tetanustoxin (TeNT) ; 

katalytisch aktives Fragment der leichten Kette von Teta- 
nustoxin; 

IgA-Protease von Neisseria gonorrhoeae; und 
katalytische DomSne der IgA-Protease von Neisseria go- 
norrhoeae. 

Das erfindungsgemSfie Hybridprotein kann dadurch gekennzeichnet 
sein, dali das Protein (i) aus der vorstehenden Protein-Gruppe 
und die Protease (ii) aus der vorstehenden Protease-Gruppe aus- 
gewahlt ist. 

Das erfindungsgemaBe Hybridprotein kann ferner dadurch gekenn- . 
zeichnet sein, dali zusatzlich zur leichten Kette eines Clostri- 
dium botulinum-Toxins oder von Tetanustoxin auch der N-terminale 
Teil der schweren Kette des betreffenden Toxins (H„- Fragment) 
Oder ein Fragment davon ein Teil des Hybridproteins ist. 

Schlielilich betrifft eine Ausf uhrungsf orm der Erfindung die Ver- 
wendung eines erf indungsgemSBen . Hybridproteins zur Hemmung von 
Mast zellgranulat ion. 

Wiirde man Mastzellen abtoten, so bestunde die Gefahr, dafi es zu 
einem allergischen Schock kommt, wenn die absterbenden Mastzellen 
die gespeicherten endogenen Amine freisetzen. Weiterhin 
stimuliert der Abfall der Mastzellzahl die Neusynthese dieser 
Zellen, die dann erneut ftir allergische Reaktionen zur Verfugung 
stehen. Das erf indungsgemaBe Hybridprotein unterscheidet sich 
damit fundamental von dem bekannten igE-Fc/Pseudomonas-Exotoxin- 
Konjugat, das durch seine ADP-Ribosylierungs-Aktivitat die 
Proteinsynthese inhibiert und damit den Zelltod bewirkt (Fishman 
& Lorberboum-Galski, 1997) . Demgegeniiber dient das 
erfindungsgemalie Hybridprotein nicht zur AbtStung von Mastzellen. 
Die Zellen bleiben vielmehr nach der Einwirkung vital und haben 
nur die Fahigkeit eingebuBt, vasokonstriktive Amine f reizusetzen . 
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Eine Stimulation der Neusynthese unterbleibt. Bei einem 
therapeutischen Einsatz werden mogliche toxische Nebenwirkungen 
vermieden, die bei einem Konjugat zu erwarten sind, das auf dem 
kompletten cytotoxischen Pseudomonas-Toxin oder einem 
vergleichbaren Cytotoxin basiert. 

Gegenstand der Erfindung kann also ein Konjugat (Hybrid-Protein) 
sein, bestehend aus (i) einem Protein oder Peptid (Transportpro- 
tein/-peptid) mit einer hohen Affinitat zu Mastzellen/Basophilen 
und (ii) einer spezifischen Protease, welches die Degranulation 
bzw. den Sekretionsmechanlsmns der Zellen blockiert. Das Konju- 
gat dient zur Therapie/Prophylaxe von allergischen Reaktionen 
vom Soforttyp. 

(i) Als hochaffine, mast zellbindende Komponente des Konjugates 
werden insbesondere Immunglobulin vom Typ E (IgE) bzw. des- 
sen Fragmente (z.B. das Fc-Fragment) verwendet. Des weite- 
ren werden auch Antikorper gegen spezifische Oberf lachenmo- 
lekiile von Mastzellen/Basophilen eingesetzt, welche selek- 
tiv an deren Plasmamembran binden. Vor allem Antikorper ge- 
gen den IgE-Rezeptor erfullen diesen Zweck. Weiterhin sol- 
len inaktive, aber bindende Mutanten des mast cell-degranu- 
lating peptide als Transportpeptid im Hybrid-Protein ver- 
wendet werden. Diese TransportpeptideZ-proteine dienen 
dazu, eine Protease in die Zellen zu schleusen. Diese Pro- 
tease spaltet im Fusionskomplex der Mastzellen hochspezi- 
fisch Proteine, die den Degranulationsmechanismus der Zel- 
len einleiten. 

(ii) Als hochspezifische Protease dient eine Metalloproteinase, 
z.B. die leichte Kette von Botulinumtoxin Typ A, B, CI, D, 
E, F Oder G (BoNT/X) sowie von Tetanustoxin (TeNT) oder die 
IgA-Protease aus Neisseria gonorrhoeae, Diese Proteasen 
spalten das synaptosom.al-associated protein (MR 25.000) 
(SNAP 25), Synaptobrevin oder Syntaxin. 1st nur eines der 
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genannten Proteine/Peptide gespalten, ist die Degranulxe- 
rung der Mastzellen gehemxnt. Dann wird keine Sekretxon von 
Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen mehr stattf.n- 
den, und allergische Symptome konnen nicht mehr auftreten. 

in der vorliegenden Erfindung konnen die ungiftigen leichten 
Ketten der Toxine ™it Transportproteinen verknOpft werden dxe 
ausschlie.lich an Mastzellen bzw. Basophilen binden und daher 
nur von diesen aufgenommen werden, wobei die leichten Ketten - 
sozusagen als Trittbrettf ahrer - zugleich in solche Zellen ge- 
langen. In Nervenzellen oder andere Zelltypen des Organxsmus 
k.nnen sie nicht eindringen, so da. die Wirkung auf Mastzellen 
und Basophile beschr.nkt bleibt. Wenn eines der Substrate pro- 
teolytisch zerstart ist, treten nach dem Kontakt dxeser IgE be- 
ladener Zellen .it eine. Allergen oder eine. der oben erwahnten 
Arzneimittel keine allergischen Symptome auf. 

Als mastzellspezifisch bindende Proteine werden . 

1) ixnmunglobuline vom Typ E, deren Fragmente vom Typ Fc, 

2) Antikorper gegen den IgE Rezeptor, 

3) das mast cell-degranulating peptide und 

4) ein Antik5rpe, gegen den mastzellspezif ischen Kalxumkanal. 
verwendet . 

den au£<,ef ahrten Prct.inen kann auf folg.ndan Stand -der Tech- 
nik verwiesen werden: 

jgE Helman (1995) 

- igE-Fc-Fragment Helman (1995) 

- Antikorper gegen IgE-Rezeptor von Mastzellen/Basophilen Anti- 
kSrper gegen mastzellspezif ischen Kaliumkanal, Fab-Fragment 
korper g g ^andelt sich dabei um Standardverf ahren, 
des AntikSrpers: es handeit sicn 

die beschrieben sind in: 

Liddel & Weeks (1995) 
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MCD Peptid 

Gmachel & Krell (1995) 

- Inaktive aber bindende Mutante 

Das mutierte Peptid wird nach Standardverf ahren hergestellt: 

Nichol D.S.T. (1995) 

- Leichte Ketten der verschiedenen Botulinumtoxine Typ A - G: 

Binz et al. (1990) 

- Leichte Kette von Tetanustoxin 

Eisel et al. (1989) 

IgA-Protease 

Bruscheck et al. (1995) 

Die Verknupfung beider Komponenten (Transportprotein und Pro- 
tease) erfolgt auf verschiedenem Wege: 

Zunachst wird die leichte Kette des Toxins chroinatographisch ge- 
reinigt. Die leichte Kette ist vollig untoxisch, well sie nach 
Trennung von der schweren Kette, dem neurotropen Transportpro- 
tein, nicht in Nervenzellen gelangen kann und ein extrazellula- 
res Substrat nicht vorkonunt. Die leichte Kette wird sodann che- 
misch mit einem der vier mastzellbindenden Proteine zu einem 
Konjugat verknilpft, welches in das Zytosol von Mastzellen aufge- 
nommen wird. Dort spaltet die leichte Kette ihr Substrat, worauf 
die Sekretion von Histamin und anderer Substanzen blockiert ist. 
Ein zweiter Syntheseweg des Konjugats besteht darin, das Gen fur 
die leichte Kette mit dem Gen fur eines der vier mastzellbinden- 
den Proteine zu fusionieren, so dali in geeigneten Wirtszellen 
ein Hybridprotein exprimiert wird. Dieses biotechnologisch pro- 
duzierte Hybridprotein sollte analog zum aus zwei Proteinkompo- 
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nenten hergestellten Konjugat den Sekretionsprozess aus Mastzel- 
len blockieren, ' ' . 

Die Herstellung von Hybridproteinen an sich ist ein bekanntes 
Verfahren insbesondere im Bereich der Tumortherapie (Vogel, C,~ 
W. 1987; Magerstadt, M., 1991). In diesem therapeutischen Kon- 
zept wird ein. Antikdrper gegen Oberf ISchenproteine der Tumorzel- 
len mit einem cytotoxischen Protein^ z^B* Ricin, Diphtherieto- 
xin, verknupft, urn Krebszellen abzutoten. Neu an dem hier vorge- 
stellten erf indungsgemaBen Verfahren ist der Einsatz von spezi- 
fischen Proteasen bzw. proteolytischen Domanen in Hybridprotei- 
nen zur Inhibition der Mastzelldegranulation und damit zur an- 
tiallergischen Therapie, Mit diesen Hybridf>roteinen lieften sich 
nicht nur stark beeintrachtigende allergische Symptome (Heu-* 
schnupfen. Asthma und Neurodermitis ) verhindern. Sie konnten 
auch prophylaktisch zur Vermeidung allergischer Reaktionen im 
Rahmen von Therapien mit lebensrettenden Arzneimitteln verab- 
reicht werden. Dariiber hinaus k5nnten sie allergische Symptome 
verhindern, die bei Desensibilierungen auftreten. 

Beispiel 1 : Synthase eines Hybridproteins aus IgE und der leich- 
ten Kette von BoNT/ A 

Das gereinigte Botulinumtoxin (S.Omg) vom Typ A wurde nach Aqui- 
librierung in 15 mM Natriumtetraborat und 30 mM Phosphat, 
pH=8.4, auf eine mit dem gleichen Puffer aquilibrierte QAE-Se- 
phadex-Saule (1.0x3.0 cm) aufgetragen. Die S^ule wurde anschlie- 
ftend mit 10 mL 120 mM Dithioerythrol, 2 M Harnstoff und 1 mM 
EDTA gewaschen und uber Nacht inkubiert. Danach wurde die 
leichte Kette mit 10 mM Boratpuffer von der Saule eluiert und 
gegen 20 mM Phosphat, pH=7.0, dialysiert. 
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Immunoglobulin E (Ratte) wurde kSuflich erworben. 10 mg des Im- 
munglobulins wurden mit 50pg Papain in 1 mL Phosphatpuf f er ge- 
spalten (4°C iiber Nacht) . Das Fc-Fragment wurde uber ein Gelfil- 
trationssaule Sephacryl S200) gereinigt. 3.0 mg des gereinigten 
Fc-Fragments wurden mit 3.0 mg gereinigter leichter Kette von Bo- 
tulinumtoxin mit dem lOmM bif unktionellen Agens Dithiobis- 
succinimidylpropionat in 2 mL Na-Phosphat, pH=7.0, 16 Stunden 
inkubiert. Das so synthetisierte Hybridprotein wurde durch Gel- 
filtration (Sephacryl S200) gereinigt und in der SDS-Gelektro- 
phorese auf Reinheit analysiert. 

Die Hemmung der Degranulation der Mastzellen wird in zwei Ver- 
suchsansatzen Uberprtift. Im ersten Ansatz werden isolierte 
Mastzellen aus der Ratte mit dem Hybridmolekvil inkubiert, und 
anschliefiend wird die Histaminf reisetzung stimuliert. Die Stimu- 
lation erfolgt mit spezifischen Histaminliberatoren, wie' dem 
MCD-Peptid und dem Concanavalin A (letzteres ist eine experimen- 
tell genutzte Substanz) , bzw. durch direkte Erhdhung der intra- 
zellularen Kalziumkonzentration . Letzteres erreicht man durch 
eine Injektion von Kalzium in einzelne Mastzellen. Damit 
schlielit man die oben beschriebene Signalkaskade kurz, denn die 
ErhShung der Kalziumkonzentration ist der Schritt im Sekretions- 
prozelJ, dem die Vesikelf usion folgt. Die Degranulation der Mast- 
zelle, die die Histaminf reisetzung widerspiegelt , wird im 
Phasenkontrastmikroskop verfolgt. Im weiteren kann f reigesetztes 
Histamin mit Hilfe einer Fluoreszenzmessung quantif iziert 
werden. SchlielXlich kann die VergroBerung der Mastzelle, die 
durch Einlagerung von Vesikelmembranen in die Plasmamembran bei 
der De-granulation verursacht wird, elektrophysiologisch 
bestimmt werden. In den mit Hybridprotein behandelten Zellen 
wird im Gegensatz zu Kontrollzellen 1. keine morphologische 
Anderung auftreten, 2. keine Verstarkung der Fluoreszenz im 
Zelluberstand stattfinden und 3. keine VergrSflerung der Zelle 
erfolgen. Damit kann nachgewiesen werden, daft die Freisetzung 
von Histamin durch das Hybridprotein blockiert ist. 
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In dem zweiten Ansatz wird das Hybridprotein lebenden Ratten in- 
jiziert. Die Ratten werden nach mehren Tagen getotet und ihre 
Mastzellen mit konventionellen Methoden gewonnen. Die Degranula- 
tion, bzw. Freisetzung von Histamin wird wie oben^beschrieben 
bestimmt. In diesem Ansatz wird gepriift, ob das Konjugat auch im 
lebenden Tier in das Kompartiment gelangen kann, in dem sich die 
Mastzellen befinden, und ob es sie dort inaktiviert, 

Beispiel 2: Herstellung eines rekombinanten Hybridproteins durch 
Verknupfung des- Gens fur die leichte Kette von Clostridium botu- 
linum Typ A mit dem Gen fiir Immunglobulin E bzw. eines seiner 
Fragment e ( Fc- Fragment . ) 

Das Gen fiir die leichte Kette von Botulinumtoxin A wird mittels 
geeigneter Primer uber die PGR (polymerase chain reaction) iso— 
liert. Dazu wird eine Kultur von Clostridium botulinum Typ A an- 
gelegt, aus der die DNA prSpariert wird. Aus der publizierten 
Sequenz des Toxingens (Binz et al.) wird ein Primerpaar abgelei- 
tet und mittels PGR das Gen fOr die leichte Untereinheit ampli- 
fiziert. Anschliefiend wird dieses Gen in einen kommerziellen Ex-^ 
pressionsvektor pQE nach Angaben des Herstellers kloniert. 

Das Gen fiir das Fc -Fragment des humanen Immunoglobulins E (Hel- 
man L.), wurde mittels PGR aus einer kommerziellen cDNA-Bank 
isoliert und im Vectorkonstrukt mit dem Gen fur die leichte 
Kette von Botulinumtoxin A fusioniert* 

^3it diesem Konstrukt werden kompetente M15-Zellen (E-coli) 
transf omiert . Da in diesem Expressionssystem die insertierten ' 
Gene mit einem ,,his-tag'' versehen sind, wird das rekombinate 
Protein (iber eine Ni-Af f init^tssaule gereinigt. Der Hochreini- 
gung schlieftt sich eine Gelf iltration uber Sephacryl S300 an* 
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Die Testung der bioloigschen AktivitSt erfolgte wiederum an iso- 
lierten Mastzellen in vitro. 

Beispiel 3: Herstellung eines rekombinanten Hybridproteins durch 
Verknupfung des Gens fur die leichte Untereinheit von Tetanusto- 
xin mit einem mutierten Gen fur das Mast Cell Degranulating Pep- 
tide (MCD) 

Die ,,Sequen2 fur das „Mast Cell Degranulating Peptide^\ ein 
22mer, ist bekannt (Gmachl,- M, und Kreil, G.) Darauf basierend 
wird ein korrespondierenes Oligonukleotid synthetisiert . 

Zur Isolierung der Sequenz der leichten Untereinheit von Teta- 
nustoxin wurde Kultur von C. tetani angelegt und daraus DNA ge- 
wonnen. Aus der bekannten Nukleinsauresequenz von Tetanustoxin 
wurde ein Primer fur die PGR und damit das Gen fur die leichte 
Untereinheit des Toxins gewonnen. 

Wie in Beispiel 1 beschrieben, wurden beide Nukleinsauresequen- 
zen in einem Expressionsvektor pQU fusioniert und dann in E. 
coli exprimiert. Das Hybridprotein, das wiederum mit einem his- 
tag versehen war, wurde durch Af f initatschrotographie und an- 
schliefiende Gelf iltration gereinigt. Gereinigtes Gen fur das 
Mast Cell Degranulating Peptide wird chemisch synthetisiert mit 
einer Punktmutation in der aktiven Domane des Petids. Das Gen 
wird verknupft mit dem Gen fur die leichte Kette von Tetanusto- 
xin. Das Hybridprotein wird in E. coli exprimiert und gereinigt. 
Das so hergestellte Hybridproptein wird in vitro im Mastzell- 
Degranulations-Assay gepruft. 



wo 99/58571 



14 



PCT/EP99/03272 



Ver.nOpfung des Gen= for das r.-Frag.e.t von IgE m.t d.. Gen t.r 

die IgA-Protease 

Das Gen £ur da. F.-Fragment von I^E wurde, «ie in, Beispiel 1 be- 

schrieben, isoliert . 

Das Gen £Ur die IgA-Protease aus N. gonorrhoeae ist bekannt. 
oaraus vurden Primer abgeieitet, und aus einer ^u.ieins.urep a- 
paration von «. gonorrhoeae wurde n,ittele P=« das Gen fur d.e 

spezifische Protease gewonnen. 

Beide »u.leins.uren -urden in einen .o».erzielien Ve.tor nach 
In Angaben des Herstellers integriert und das Hybrrdpro e.n 
durch Affinitatschromatographie (s. Beispiel 2, gereinrgt. 

Die inhibitorische A.tivitat wird wiederum in vitro an isolier- 
ten Mastzellen nachgewiesen (s.o.) 

Beispiex S, Hersteilung eines Hybridproteins. das -3 de™^a-- 
Fragn,ent eines AntiR.rper gegen den IgE-Re.eptor und der lerch 
ten Kette von Eotulinumtoxin Typ B besteht 

Ein ■nono.lonaler Antikerper gegen den IgE-Rezeptor a^f Mastzel- 

L wurde K.u.li=h erworben und chro.atographisch '^^IZTZ.r. 

^ ^ r^^^- n ^ a der qerexnigten leicnteu 
0.5 .g des Ver . Pie leiohte Ontereinheit 

Kette von Botulinumtoxxn F konDugxerc. u , • 

wurde nach der Preparation des Neurotoxins nach de. glexchen 

Tk . Beispiel 1 beschrieben durch Spaltung des Neu- 

Verfahren wxe xn Bexspxei x u T^r,=nAn«?tasu- 
rotoxins und anschlie.ender Reinigung Uber e.ne lonenaustasu 

cherchromatographie isoliert. 

Die beiden Proteine (ieiohte Untereinheit von Toxin Typ F und 
.ono.lonaler AntiK.rper, wurden .it eine. bi£un.t.onellen 
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gens mit einander verknUpft. Dazu wurdeh die isolierten Proteine 
mit 10 mM Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimidester inkubiert. 
Das Hybridprotein wurde anschlieRend durch Gelf iltration aber 
Sephacryl S300 von nichtkon jugierten Proteinen gereinigt. 

An isolierten Mastzellen wird wiederum gezeigt, daft das synthe- 
tisierte Hybridprotein die Histaminsekretion hemmt . 
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Patent No. 4902495 
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Patentanspriiche 

^ • ,,m-Foc3c:pknd Oder bestehend aus 
1. Hybridprotem, umfassena ou^j. 

einem an sich be.annten Protein, das in an sich bekannter 
Weise an Mastzellen und/oder Basophile bindet und/oder 
von ihnen aufgenornmen wird, und 



(i) 



(ii) einer an sich bekannten Protease, die ein oder mehrere 
Proteine des Sekretionsapparates der Mastzellen 
und/oder Basophilen spaltet. 

2. Hybridprotein, umfassend oder bestehend aus 

H ) einem Protein, das an Mastzellen und/oder Basophile 

bindet und/oder von ihnen aufgenonunen wird, wobei das 
Protein (i) aus der folgenden Gruppe ausgewShlt xst: 
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igE, 

IgE-Fragment, insbesondere IgE-Fc- Fragment , 
Antikorper gegen IgE-Rezeptor von Mastzellen und/oder 
Basophilen, 

Fragment des Antik5rpers gegen IgE-Rezeptor von 
Mastzellen und/oder Basophilen, insbesondere Fab-Frag- 
ment, 

Antikorper gegen mast zellspezif ischen Kaliumkanal und 
inaktives, jedoch bindendes MCD-Peptid, und 

(ii) einer Protease, insbesondere einer an sich bekannten 

Protease, die ein oder mehrere Proteine des Sekretions- 
apparates der Mastzellen und/oder Basophilen spaltet. 

3. Hybridprotein, umfassend oder bestehend aus 

(i) einem Protein, insbesondere einem an sich bekannten 
Protein, das an Mastzellen und/oder Basophile bindet 
und/oder von ihnen aufgenommen wird, insbesondere in an 
sich bekannter Weise, und 

(ii) einer Protease, die ein oder mehrere Proteine des Se- 
kretionsapparates der Mastzellen und/oder Basophilen 
spaltet, wobei die Protease (ii) aus der folgenden Gruppe 
ausgewahlt ist: 

leichte Kette eines Clostridium botulinum-Toxins, ins- 
besondere Typ A, B, CI, D, E, F oder G; 
katalytisch aktives Fragment der leichten Kette eines 
Clostridium botulinum-Toxins, insbesondere Typ A, B, 
CI, D, E, F oder G; 

leichte Kette von Tetanustoxin (TeNT) ; 

katalytisch aktives Fragment der leichten Kette von 

Tetanustoxin; 
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IgA-Protease von Neisseria gonorrhoeae; und 
katalytische Domane der IgA-Protease von Neisseria go- 



norrhoeae . 



Hybridprotein nach Anspruch 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
dali das Protein (i) aus der Gruppe gemaR Anspruch 2 und die 
Protease (ii) aus der Gruppe gemali Anspruch 3 aus 
gewahlt ist. 

Hybridprotein nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
zusatzlich zur leichten Kette eines Clostridium botulinum- 
Toxins Oder von Tetanustoxin auch der N-terminale Texl der 
schweren Kette des betreffenden Toxins (HH-Fragment ) oder 
ein Fragment davon ein Teil des Hybridproteins ist. 



Verwendung eines Hybridproteins gemSIi einem der AnsprUche 1 
bis 5 zur Hemmung von Mast zelldegranulat ion. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a hybrid protein comprising or comprised of (i) a known protein which binds to mastocytes and/or basophils 
in a known manner and/or is absorbed thereby, and of (ii) a protease which splits one or more proteins of the secretory apparatus of the 
mastocytes and/or basophils. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft cin Hybridprotein, umfasscnd oder beslehend aus (i) einem an sich bekannten Protein, das in an sich bekannter 
Weise an Mastzellen und/oder Basophile bindet und/oder von ihnen aufgenommen wird, und (ii) einer an sich bekannten Protease, die ein 
Oder mehrere Proteine des Sekretionsapparates der Mastzellen und/oder Basophilen spaltet. 
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^ because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority* namely: 

Observation: Although Claim 6 relates to a method for treatment of the human/animal body, 
the search was carried out and was based on the cited effects of the hybrid protein. 

2. aaimsNos.: 

because they relate to parts of the intemationa 1 application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. j~| ClainasNcB.: 

' because they arc dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of Invention is lacking (Continuation of Item 2 of Hrst sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this intemationa] application, as follows: 



1- nn As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 
^""^ searchable claims. 

^' I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

^' I I ^ iomc of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search repeat 
coven only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



^- I I No required additional seardi fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Fvl Weitere VerOffentUchungen sind der Fotteetzung von FefcJ C zu 
I ' entnehmen 

• Besondere Kategorien von angegebenen VertJffentlichungen 
•A* Verdffenttichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 

fiber nicht ab besondera bedeutsam anzusehen iat 
atteree Dokument, da* jedoch erst am oder nach dem intemationaien 

Annraidedatum verflffentlicht worden ist 
•L* VerOffentlichung, die geeignet iat, etnen PriorftatBanapnjch zwelfelhaft er- 
• scheinen zu laaaen, oder durch die das VerCtfentlichungadatoinri einor 

anderen im Roche rchanberioht genannten Veraffentlichung beiegt werden 

soil Oder die aua einem anderen beaonderen Grund angegeben lat (wie 

auagefOhrt) 

•O* Veroffentliohung, die aich auf eine mQndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Auastellung odor andere MaOnahmen bezietit 

•P" VerOffentlichung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanapruchten Prioritiltsdatum veroffentiicht worden wt 
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Siehe Anhang PatentfamBie 



Spatere VertSffentJtchung. die nach dem internationalen AnmeWedatum 
Oder dem Prioritatadatum verOfterrtlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, aondem nurium Veretftndnis dee der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzipa oder der flir zugnmdeliegenden 
Theorie angegeben iat -• ^ 

•X- VerOffentlichung von beaondeierBedeuUing; die anapruchte 
kann ailein aufgrund dieaer VertJffenttichung nioht ale neu oder auf 
erfinderisoher Tatigkeil berohend betrachtet worden 
•V Verttffertiichung von beaonderer Bedeutung; die boanapruchte Erfindung 
kann nicht ala auf erfinderiacher Tatigkeit benihend ^otrachtet 
werden. wenn die VerOffentlchung mit einer oder "1*J"^J. 
Ver«ffentlk;hungen dieaer Kategorie in Vertoindung gebracht wird und 
dieae Verbindung fOr einen Pachmann naheJiegend mt 
VerOffentlfehung, die Mitgfied d emelben Patentfamitte iat 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ais nicht recherchieibar erwiesen haben (Fortseuung von PunW 2 auf Blatl 1) 



GemSB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspriiche ketn Recherohenberichl ereteilt: 
1 I V 1 Anspructie Nr. 

we'll 8ie sich auf GegenstSnde beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfllchtet ist, namlich 

Obwohl der Anspruch 6 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angeftihrten Wirkungen des Hybridproteins. 

^* ^ s'i^tich'^auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anfcrderungon so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 



^' ^ — ^ 6*8 a?ch dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen be! mangelnder EinheWichkeit der Erflndung (Forteetzung von PunW 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehftrde hat festgestellt. daB diese intemattonale Anmeldung mehrere Erfindungen enthfill: 



^ di Anmelder alle erf orderlichen zusStzfichen RecherchengebOhrBn rechtzeitig enlrichlel hat, erstreckt sich dieser 



Internationale Recherchenbericht auf alle recherohierbaren AnsprOche. 



o I 1 Da ror alle recherohierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeiteaufwand durchgefuhrt werden konnle, der eine 

2- I I 2usatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hStle. hat die Behflrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3 I 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusfttzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrkshtet hat, erstreckt sich dieser 

■ I I intemationaJe Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die GebQhren entrichlet worden sind. nftmlich auf die 

AnsprOche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
" * — ' chenbericht beschrfinkl sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst enwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprfichen er- 



faBt: 



Bemerkungen hinslchlllch eines Wlderspruchs Q Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder untor Wklerspnich gezahlt. 

I I Die Zahlung zusfilzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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